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Bevezetés 
Komplex öröklődésű tulajdonság vagy rendellenesség kialakulá-
sában az öröklött és környezeti tényezők egyaránt szerepet játsza-
nak. Az öröklött tényezők kutatásánál különböző polimorfizmu-
sok, mint például az egypontos nukleotid variációk (SNP) és a 
fenotípusos jelleg összefüggését szokás vizsgálni. Az SNP-k kö-
zül a molekuláris funkció szempontjából igen érdekesek a 
mikroRNS-ek kötődését befolyásoló SNP-k (miRSNP), melyek a 
kandiáns gén 3’ nem kódoló szakaszában (3’ UTR) találhatók. Az 
utóbbi időszak másik, gyakran vizsgált polimorfizmus típusa egy 
nagyobb kiterjedésű ismétlődési polimorfizmus, a kópiaszám va-
riáció (copy number variations, CNV). 
 
Mivel mind a CNV-k, mind a miRSNP-k vizsgálata viszonylag új, 
mérésükkel kapcsolatban számos technikai probléma merül fel. A 
bemutatott PhD munka egyik fő célja ennek megfelelően két 
miRSNP és egy CNV vizsgálatával kapcsolatban felmerülő mód-
szertani kérdések megoldása. A beállított eljárásokat a wolframin 
(WFS1) és a SNAP-25 gén feltételezett miRSNP-inek valamint a 
glikogén szintetáz kináz B (GSKB) CNV-jének molekuláris gene-
tikai és pszichológiai-pszichiátriai asszociáció elemzésére alkal-
maztuk. 
 
A dolgozat alapját egy interdiszciplináris kollaborációs tevékeny-
ség képezi, melyben a pszichológiai és pszichiátriai fenotípusok 
jellemzését pszichiáter és pszichológus kollégáink végezték. Dok-
tori disszertációmban az általam végzett molekuláris genetikai 
munka kapja a hangsúlyt, a vizsgált fenotípusokkal kapcsolatos 
ismereteket csupán röviden kívánom összefoglalni. 
 
Célkitűzés 
Két, viszonylag új polimorfizmus-típust vizsgáltunk: a néhány éve 
felfedezett kópiaszám variáció csoportjába tartozó GSK3B gén 
CNV-t, valamint a funkcionális szempontból új csoportnak számí-
tó, a SNAP-25 és WFS1 gének kifejeződését feltételezhetően befo-
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lyásoló miRSNP-ket. A bemutatásra kerülő munka konkrét célki-
tűzései a következők voltak: 
1. A 3-as kromoszómán található, az Nr1I2 és GSK3B gént magá-
ban foglaló CNV-t összefüggésbe hozták a major depresszió elő-
fordulásával, azonban ezzel ellentétes eredmények is születtek.  
Ezért célul tűztük ki a GSK3B gént érintő CNV-k előfordulási 
gyakoriságának és kiterjedésének vizsgálatát kontroll cso-
portban és major illetve bipoláris depresszióval diagnosztizált 
betegek körében. 
2. A SNAP-25 fehérje exocitózisban betöltött szerepe felvetette a 
SNAP-25 polimorfizmusok lehetséges szerepét különböző népbe-
tegségekben. Ezért in silico módszerekkel mikroRNS kötőhely 
polimorfizmusokat kívántunk azonosítani a SNAP-25 génben, 
továbbá célul tűztük ki olyan molekuláris genetikai módsze-
rek kidolgozását, melyek felhasználhatók a SNAP-25 miRSNP 
variánsok gyors és megbízható meghatározására. 
3. Bár a WFS1 gén mutációi által okozott betegség jól ismert 
(Wolfram szindróma), a gén polimorfizmusaival viszonylag még 
kevesen foglalkoztak. Ezért célul tűztük ki a WFS1 gén esetle-
ges mikroRNS kötőhely polimorfizmusainak in silico azonosí-
tását, molekuláris–funkcionális vizsgálatát, valamint a kollabo-
rációban vizsgált pszichológiai jellegekkel (agresszió, impulzivi-
tás, szorongás, depresszió) való esetleges kapcsolatának elemzé-
sét. 
Módszerek 
A vizsgálatokban 432 depresszióban szenvedő, valamint 801 
kontroll személy vett részt. A major és a bipoláris depresszió di-
agnózisa a DSM (Diagnostic and Statistical Manual of Mental 
Disorders) IV. kritériumai alapján történt a Semmelweis Egyetem 
Pszichiátriai és Pszichoterápiás Klinikáján és a Kútvölgyi Klinikai 
Tömb Klinikai és Kutatási Mentálhigiénés Osztályán. A vizsgála-
tokat és az aláírt beleegyezési nyilatkozatokat az Egészségügyi 
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Tudományos Tanács Tudományos és Kutatásetikai Bizottság 
(ETT-TUKEB) hagyta jóvá. A pszichológiai vizsgálatok során 
felhasznált kérdőívek: Hospital Anxiety and Depression Scale 
(HADS), Buss-Perry Agresszió Kérdőív, Barratt Impulzivitás 
Skála. 
A DNS mintákat szájnyálkahártya-sejtek dörzsölésével nyertük, a 
DNS izolálása a fehérjék kisózásával illetve a DNS izopropanollal  
és etanollal történő kicsapásával hagyományos protokoll szerint 
történt. A CNV és a miRSNP-k genotípusának meghatározásához 
szekvencia specifikus, fluoreszcensen jelölt TaqMan próbákat al-
kalmaztunk, a detektálás valós idejű PCR-rel történt. Egyes kísér-
letekben az azonos elven működő, miniatürizált, nagy hatékony-
ságú OpenArray genotipizáló rendszert használtuk. A mikroRNS 
kötőhely vizsgálatok pGL3 és pMIR Report vektorok segítségé-
vel, a megfelelő gének teljes 3’ UTR régiójának beklónozásával 
történtek. A genetikai variánsokat irányított mutagenezissel hoz-
tuk létre, a tranziens transzfekcióhoz HEK293T sejtvonalat hasz-
náltunk. A relatív luciferáz aktivitás mérés során a 
luminometriával kapott adatokat -galaktozidáz transzfekciós 
kontrollhoz viszonyítottuk. 
 
Rövidítések 
SNP: egypontos nukleotid variációk, miRSNP: mikroRNS-ek kö-
tődését befolyásoló SNP-k, CNV: kópiaszám variáció (copy 
number variation), GSK3B: glikogén szintetáz kináz 3B, SNAP-
25: synaptosomal-associated protein, 25kDa WFS1: wolframin 
gén 
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Eredmények 
A GSK3B kópiaszám polimorfizmusa és a depresszió eset-
kontroll vizsgálata 
Irodalmi adatok szerint a GSK3B gént is magába foglaló CNV a 
major depresszió, illetve a bipoláris depresszió rizikófaktora lehet, 
azonban az eredmények ellentmondásosak. 410 depresszióban 
szenvedő, valamint 410 kontroll személy vizsgálatával szignifi-
káns asszociációt (p = 0,00001) mutattunk ki a GSK3B kópia-
szám variánsai és a bipoláris depresszió előfordulása között. 
Kimutattuk továbbá, hogy a GSK3B gén 3’ végének 
amplifikációja a legtöbb esetben az 5’ vég deléciójával páro-
sul. 
 
miRSNP-k genotipizálása a SNAP-25 génben 
A SNAP-25 gén in silico vizsgálatával két olyan SNP-t azonosí-
tottunk (rs3746544 és rs1051312), melyek hatással lehetnek 
mikroRNS-ek kötődésére. Ezen SNP-k genotípus és haplotípus 
meghatározásához megbízható módszereket fejlesztettünk ki. 
Több mint 1000 fő haplotípusát határoztuk meg, és megállapítot-
tuk, hogy a vizsgált populációból a G–C haplotípus hiányzik. 
 
miRSNP-k genotipizálása a WFS1 génben 
In silico vizsgálatokkal két, feltételezett mikroRNS kötőhely po-
limorfizmust azonosítottunk a WFS1 génben (rs1046322 és 
rs9457). Ezen miRSNP-k vizsgálatára kétféle genotipizáló 
rendszert dolgoztunk ki (PCR-RFLP és valós idejű PCR), me-
lyekkel meghatároztuk a genotípus gyakoriságokat kontroll popu-
lációban. 
 
Az agresszió és a WSF1 gén miRSNP variánsai 
801 személy DNS mintáin a WFS1 gén összesen 17 db SNP-jét 
vizsgáltuk, mely 2 db miRSNP-t foglalt magába. Valamennyi ge-
notípus eloszlás megfelelt a Hardy–Weinberg-egyensúlynak. A 
személyek pszichológiai jellemzésére 3 féle kérdőív 4 skáláját 
használtuk (impulzivitás, agresszió, szorongás, depresszió). A 
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mért fenotípusos jellegek és SNP-k közti asszociáció analízis 
szignifikáns (p = 0,0005) összefüggést mutatott a kérdőíves el-
járással mért agresszió mértéke és az egyik miRSNP 
(rs1046322) között. Ez az eredmény a többszörös tesztelésre való 
korrekció (17  4 teszt) után is szignifikáns maradt. 
 
A WFS1 gén miRSNP-jének funkcionális vizsgálata 
Az rs1046322 polimorfizmus in silico adatok szerint megváltoz-
tatja a miR-668 kötődését: G allél esetében tökéletes a komple-
mentaritás a miRNS „seed” szekvenciája és a WFS1 mRNS kö-
zött, míg A allél esetén a kötődés várhatóan gyengébb. Ezt a felté-
telezést kívántuk alátámasztani molekuláris módszerekkel, 
luciferáz riportergén rendszer használatával. Ezért a WFS1 gén 3’ 
UTR szakaszát (vagy egy kontroll szekvenciát) a luciferáz gén 
mögé klónoztuk, majd irányított mutagenezissel létrehoztuk a má-
sik allélvariánst tartalmazó rekombináns DNS-t. A konstrukciókat 
HEK293T sejtekbe transzfektáltuk miR-668-cal együtt. Eredmé-
nyeink alapján a WFS1 gén 3’ UTR szakaszához kötődő miR-
668 gátolja a riporter gén transzlációját. Bizonyítottuk továb-
bá, hogy az A variáns gáltó hatása kisebb, mint a G változaté. 
Eredményeink igazolják az rs1046322 SNP funkcionális szerepét 
a WFS1 gén működésében. 
 
Következtetések 
Különböző kandidáns gének miRSNP-it és CNV-jét vizsgáltuk 
egészséges, illetve major vagy bipoláris depresszióban szenvedő 
populációkban. A GSK3B – irodalmi adatok alapján – a major 
és/vagy a bipoláris depreszió kandidáns génje, azonban a gént 
érintő CNV esetében eltérő eredmények születtek. Munkánk során 
szignifikáns összefüggést mutattunk ki a BP előfordulása és a 
GSK3B CNV variánsai között. Érdekes módon, a GSK3B 5’ végé-
nek deléciója a legtöbb esetben a 3’ vég amplifikációjával társult, 
amely esetenként igen magas kópiaszámot is elért. Ennek az érde-
kes kombinációnak egy lehetséges magyarázata a deléció miatt 
csökkent GSK3B génexpresszió kompenzálása a mikroRNS-sel 
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történő gátlás csökkentésével, mely az amplifikált kötőhely miatt 
alakulhat ki. 
A SNAP-25 és WFS1 gének esetében miRSNP-ket vizsgál-
tunk. In silico elemzésekkel mindkét génben két miRSNP-t azo-
nosítottunk. A SNAP-25 esetében ez a két polimorfizmus 
(rs3746544 és rs1051312) két miRNS kötődését is érinti és mind-
össze három bázispár távolságban található egymástól. Ezért ki-
dolgoztunk egy hatékony, valós idejű PCR-en alapuló haplo-
tipizáló módszert, mellyel több, mint 1000 fő haplotípusát hatá-
roztuk meg, és megállapítottuk, hogy a vizsgált polpulációból hi-
ányzik a G–C haplotípus. 
A WFS1 gén mutációiról ismert, hogy nagy részük 
monogénes homozigóta formában súlyos neurodegeneratív beteg-
séghez vezet, melyet gyakran kísérnek pszichiátriai rendellenes-
ségek. A betegséget nem mutató hordozók között szintén gyakori 
a pszichiátriai kórképek megjelenése. Éppen ezért valószínűsíthe-
tő, hogy a WFS1 gén polimorfizmusai szerepelhetnek a hangulati 
és az agresszióval valamint impulzivitással kapcsolatos pszicho-
lógiai jellegek hátterében is, azonban idáig nem születtek egyér-
telmű adatok ezen a területen. A dolgozatban bemutatott eredmé-
nyek igazolják a WFS1 gén mikroRNS kötő régiójában azonosított 
SNP (rs1046322) és az agresszió közötti összefüggést, mely a 
többszörös tesztelésre történő (Bonferroni) korrekció után is sta-
tisztikailag szignifikáns hatásnak bizonyult. Ezen túlmenően, mo-
lekuláris vizsgálatokkal igazoltuk, hogy a WFS1 gén 3’ UTR sza-
kaszában elhelyezkedő rs1046322 hatással van a miR-668 kötődé-
sére, azaz molekuláris–funkcionális szempontból megfelel a 
miRSNP kritériumának. 
A betegségekkel asszociációt mutató polimorfizmusok funk-
cionális hatásainak vizsgálata fontos az adott kórkép 
pathomechanizmusának feltérképezése szempontjából.  Amennyi-
ben sikerül pontosítani a genetikai variánsok biológiai és orvosi 
vonatkozású hatásait, ezek az ismeretek elősegítik a hatékony 
prevenció és terápia kialakítását. 
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